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Prvoci jsou jednobuněční organismy, žijící po celém světě skoro v každém 
prostředí. Většina druhů je volně žijících. Všechna vyšší zvířata jsou ale infikována 
jedním nebo více skupinami prvoků. Infekce se pohybují od asymptomatických až po 
infekce ohrožující životaschopnost, v závislosti na druhu či kmenu parazita a odolnosti 
hostitele. (Baron, 1996) 
Fosilní záznam v podobě mušlí sedimentárních hornin ukazuje, že zde prvoci byli 
již v dávných dobách. Anton van Leeuwenhoek byl první člověk, který objevil prvoky 
pomocí mikroskopu sestrojeného z jednoduchých čoček. Mezi lety 1674 a 1716 popsal 
kromě volně žijících prvoků několik parazitických druhů a Giardia lamblia z vlastní 
stolice. Prakticky všichni lidé jsou osídleni prvoky žijící v anebo na jejich těle. Takže 
mnoho lidí je infikováno jedním nebo více druhy po celou dobu jejich života. (Baron, 
1996) 
Prvoci jsou také samy o sobě důležitým zdrojem potravy pro větší tvory a také 
základem mnoha potravinových řetězců. Prvoci byli nalezeni téměř ve všech půdách. 
Žijí i v hlubokém moři, stejně jako v blízkosti povrchových vod. Lze je nalézt i v 
chladných arktických a antarktických oblastech. (http://web.archive.org) 
Některé druhy jsou považovány za symbiotické, tj, zpravidla nejsou škodlivé, 
zatímco jiné jsou patogeny a obvykle vyvolávají onemocnění. Nemoci způsobené 
prvoky mohou být mírné až život ohrožující. Osoby, jejichž obranyschopnost je 
schopna kontrolovat, ale ne eliminovat parazitní infekce, se stávají nositeli a představují 
zdroj infekce pro ostatní. (Baron, 1996) 
Mnoho infekcí způsobených prvoky jsou nebezpečné pro imunosupresivní 
pacienty, zvláště pro lidi se syndromem získaného selhání imunity (AIDS). (Baron, 
1996) 
Rostliny si vyvinuly strategii pro produkci biologicky aktivních přírodních látek 
jako prostředek pro svoji ochranu proti býložravcům a mikrobům. Některé rostliny 
produkují alkaloidy, které mohou vážně poškodit nebo i jedince zabít. Biosyntéza, 
transport a skladování sekundárních metabolitů jsou obvykle složité procesy, které jsou 
upraveny v prostoru a čase. (Wink, 2009) 
Alkaloidy jsou převážně bezbarvé, pevné a opticky aktivní látky. Většina alkaloidů 
je v rostlinách vázána jako sůl organických kyselin.(www.biotox.cz) 
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Funkce sekundárních metabolitů v rostlinách není jednoznačně určena. Avšak silné 
fyziologické účinky a selektivita některých alkaloidů je příležitostně využita v humánní 
medicíně. (Grycová et al., 2007) 
Alkaloidy jsou velká a strukturálně různorodá skupina sloučenin. Slouží jako 
základ pro některé významné antibakteriální léky. (Cushnie et al., 2014) 
Alkaloidy slouží jako rezervoár celé řady léčiv. Několik alkaloidů izolovaných z 
rostlin vykazuje antiproliferační, antibakteriální, antivirové, insekticidní a 











2. CÍL PRÁCE 
 
Experimentálně zjistit cytotoxicitu vybraných alkaloidů (kanadin, skulerin, 
tetrahydropalmatin, stylopin) na modelu využívající jednobuněčný organismus 
Tetrahymena thermophila metodou MTT. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST 
 
V této části jsou popsáni prvoci – jejich charakteristika, stavba buňky, reprodukce, 
výživa a rezistence. Dále se zde nachází zmínka o alkaloidech a jejich výskytu. 
 
3.1. Prvoci 
Prvoci jsou jednobuněčná eukaryota. Organismy s eukaryotní buňkou mají těla 
sestavená z buněk s diferencovaným jádrem a s biomembránovými strukturami. 
Eukaryotní buňky jsou větší a složitější než prokaryontní. (Jelínek et al., 2000) 
 
3.1.1. Stavba buňky 
Stejně jako u všech eukaryot je jádro uzavřeno v membráně. Jednotlivé organely 
prvoků mají obdobné funkce jako orgány vyšších živočichů. Plazmatická membrána, 
která obklopuje cytoplazmu, zahrnuje rovněž pohybové aparáty jako například 
pseudopodia, řasinky a bičíky. Vnější povrchová vrstva některých prvoků, nazývaná 
pelikula, je dostatečně tuhá pro udržení tvaru. Nicméně se tyto organismy mohou 
snadno otáčet a ohýbat při pohybu v jejich prostředí. U většiny prvoků je cytoplazma 
diferencována do ektoplazmy (vnější, průhledná vrstva) a endoplasmy (vnitřní vrstva 
obsahující organely). Někteří prvoci mají tzv. buněčná ústa pro konzumaci tekutin nebo 
pevných částic. (Baron, 1996) 
Dále zde jsou mikrotubuly, které mají opornou a pohybovou funkci. Další 
součástí buňky je jádro. Je to nejdůležitější organela. Může být jedno, dvě 
(makronukleus a mikronukleus) nebo více nediferencovaných jader. Obsahuje DNA a 
také dochází k syntéze RNA. Organelou poskytující energii pro životní pochod buňky je 
dvojvrstvá membránová mitochondrie. Golgiho aparát zajišťuje sekreční činnost buňky. 








Reprodukce může být asexuální, jako je v amébách a u bičíkovců (kteří infikují 
člověka), tak obojí- asexuální a sexuální. Nejběžnějším typem asexuálního množení je 
binární štěpení, ve kterém jsou organely duplikovány, a prvok se pak rozdělí na dva 
kompletní organismy. Dvě dceřiné buňky vytvořené z mateřské buňky, uvolní menší 
potomstvo, které roste do plné velikosti před opakováním procesu. (Baron, 1996) 
Rovina dělení v buňkách prvoků se mezi různými skupinami liší a je 
taxonomicky významná. Ciliates se obvykle rozdělují do rovníkové nebo příčné roviny. 
(http://www.britannica.com) 
Někteří prvoci mají složité životní cykly, které vyžadují dva různé druhy 
hostitelů. Jiní vyžadují pouze jednoho hostitele k dokončení životního cyklu. Nicméně 
reprodukce je omezena událostmi, jako je například smrt hostitele nebo obranné 
mechanismy hostitele, které mohou parazita eliminovat. (Baron, 1996) 
Rychlé tempo množení mnoha parazitů zvyšuje šance k mutacím. Může dojít ke 
změně ve virulenci, citlivosti na léky a dalších vlastností. (Baron, 1996) 
 
3.1.3. Výživa 
Výživa všech prvoků vyžaduje organické materiály, které mohou být ve formě 
částice nebo roztoku. Améby pohlcují částice nebo kapičky přes dočasná ústa. Provedou 
trávení a následuje vstřebávání v potravní vakuole. Poté se a zbaví odpadních látek. 
Mnoho prvoků má trvalá ústa. Pinocytóza je metoda přijímání výživového materiálu, 
přičemž se kapalina nasává přes malé dočasné otvory v tělní stěně. Boj o živiny není 
obvykle důležitým faktorem v patogenezi, protože množství používané parazitickými 
prvoky je relativně malé. Parazité, kteří obývají tenké střevo, mohou výrazně narušit 
trávení, vstřebávání a vliv na nutriční stav hostitele. Zničení buněk a tkání hostitele v 
důsledku metabolické aktivity parazitů zvyšuje výživové potřeby hostitele. To může být 
významným faktorem u podvyživeného jedince. (Baron, 1996) 
Pro prvoky rozlišujeme několik typů výživy. Například saprofytický způsob 
výživy - schopnost žít na mrtvých organismech nebo produktech jejich rozpadu. 
Autotrofní výživa - přítomnost fotosyntetického pigmentu umožňující organismu využít 
energii slunečního světla při zpracování komplexních složek od nejjednodušších 
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surovin. Heterotrofní výživa - schopnost žít jak saprofytickým tak autotrofním 
způsobem života. (Luck et al., 1931) 
Protozoa mají metabolické dráhy podobné drahám u vyšších živočichů a 
vyžadují stejné typy organických a anorganických sloučenin. V posledních letech bylo 
dosaženo významného pokroku při navrhování chemicky definovaného média pro 
kultivaci in vitro u parazitických prvoků. (Baron, 1996) 
 
3.1.4. Rezistence 
Schopnost hostitele bránit se proti patogenu se nazývá rezistence. Odolnost proti 
parazitickým prvokům zahrnuje tři vzájemně související mechanismy: nespecifické 
faktory, buněčnou imunitu a humorální imunitu. Protozoální infekce způsobuje 
poškození tkáně vedoucí k nemoci. U chronických infekcí se často objevuje poškození 
tkáně v důsledku imunitní reakce na parazita. (Baron, 1996) 
Parazitičtí prvoci jsou zodpovědní za některé ničivé a převládající onemocnění 
lidí a domácích zvířat. Tito prvoci ohrožují životy téměř jedné třetiny lidské světové 
populace a také vedou ke značným ztrátám životů a produktivity domestikovaných 
zvířat. Množství antiprotozoálních léků je však omezené a to také díky lékové 
rezistenci. Vznik rezistence parazitických prvoků se stává problémem veřejného zdraví. 
(Ouellette, 2001) 
Rezistence proti parazitickým prvokům se zdá být podobná rezistenci proti 
jiným infekčním agens, i když mechanismy rezistence v infekcích způsobených prvoky 
nejsou dosud dobře známy. Rezistence může být rozdělena do dvou hlavních skupin 
mechanismů: nespecifické mechanismy (jako je například přítomnost nespecifické 
složky v séru, která je letální pro parazita) a specifický mechanismus zahrnující 
imunitní systém. (Baron, 1996) 
 
3.2. Alkaloidy 
Rostliny obsahující alkaloidy představují velmi různorodou skupinu jak 
taxonomicky tak chemicky. Přesná definice pojmu alkaloid je poněkud obtížná, protože 
neexistuje žádná jasná hranice mezi alkaloidy a přirozeně se vyskytujícími aminy. 




Rostliny mají schopnost produkovat desítky tisíce vysoce komplexních 
sekundárních metabolitů, díky nimž mohou přežít a mnohé z nich chrání rostlinu před 
dravci. Člověk využil tyto sloučeniny sebeobrany jako zdroj léčivých látek a jedů. 
(http://www.wiley-vch.de) 
Alkaloidy jsou přírodní látky, které obsahují jeden nebo více dusíkových atomů 
(obvykle v heterocyklickém kruhu) a mají obvykle definovaný fyziologický účinek na 
člověka nebo zvíře. Dusík je jediným sjednocujícím faktorem pro různé skupiny. (Evans 
et al., 2009) 
Alkaloid je chemická látka rostlinného původu složená z uhlíku, vodíku a 
dusíku. Kromě zmíněných prvků obsahuje většina také kyslík. Například nikotin 
z tabáku je bez kyslíku a je kapalinou. (http://science.howstuffworks.com) 
Alkaloidy jsou často klasifikovány na základě jejich chemické struktury. 
Například alkaloidy, které obsahují indol, jsou známé jako indolové alkaloidy. Na tomto 
principu jsou založeny hlavní třídy alkaloidů jako například izochinolinové, indolové, 
chinolinové, imidazolové, piridinové, purinové, piperidinové a tropanové. Alkaloidy 
mohou být případně klasifikovány podle rostliny, ve které se vyskytují - opiové 
alkaloidy se nacházejí v máku setém (Papaver somniferum). 
(http://www.britannica.com/) 
Většina alkaloidů je dobře definovanou krystalickou látkou, která se spojuje s 
kyselinami za vzniku solí. V rostlině mohou existovat ve volném stavu jako soli nebo 
jako N-oxidy. Ačkoliv barevné alkaloidy jsou relativně vzácné, nejsou neznámé.  
Například berberin je žlutý a soli sanguinarinu jsou červené. (Evans et al., 2009) 
 
3.2.2. Rozdělení 
Alkaloidy lze rozdělit na základě skeletu a biosyntetických prekurzorů do 
následujících skupin. Alkaloidy odvozené od:  
 
o ornitinu – tropanové, pyrolidinové a pyrolizidinové alkaloidy 
o lysinu – piperidinové a chinolizidinové alkaloidy 
o kyseliny nikotinové – pyridinové alkaloidy 
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o fenylalaninu – tetrahydroisochinolinové a benzyltetrahydroisochinolinové 
alkaloidy 
o tryptofanu – indolové alkaloidy 
o kyseliny anthranilové – chinolinové a akridinové alkaloidy 
o histidinu – imidazolové alkaloidy 
o kyseliny mevalonové – terpenové a steroidní alkaloidy 
o deriváty xantinu – purinové alkaloidy (Aniszewski, 2007) 
 
3.2.3. Použití 
Některé alkaloidy jako nikotin se používají v pesticidech a další se používají 
jako chemická činidla. Primární použití alkaloidů je v medicíně. Alkaloidy jsou aktivní 
složky mnoha anestetik, sedativ, stimulantů a relaxancií. Jsou podávány ústy a injekčně 
pouze pod dohledem lékaře. Použití alkaloidů je nebezpečné, protože většina je 
návyková a vysoké dávky mohou být toxické. (http://science.howstuffworks.com) 
Alkaloidy jsou zvláště zajímavé, protože mají spoustu farmakologických účinků: 
na CNS - ať už jako antidepresiva (morfin, skopolamin) nebo stimulanty (strychnin, 
kofein), na vegetativní nervový systém: sympatomimetika (efedrin), sympatolytika 
(yohimbin, některé námelové alkaloidy), parasympatomimetika (pilokarpin), 
anticholinergika (atropin, hyoscyamin), protinádorové látky (vinblastin), antimalarika 
(chinin) a antibiotika (berberin). (Bruneton, 1999) 
Strychnin, který se používá v malých dávkách jako stimulant a tonikum, je 
vysoce jedovatý. Chinin, který se používá při léčbě malárie, může způsobit závratě, 
vezme-li se ve velkých dávkách. Morfin a kokain patří mezi nejúčinnější léky 
používané pro dočasné zmírnění bolesti, aniž by došlo ke ztrátě vědomí. Nicméně tyto 
dva alkaloidy jsou návykové a mohou být škodlivé, pokud se v jejich používání 
pokračuje. (http://science.howstuffworks.com) 
Léky z alkaloidů obvykle způsobují nepříjemné vedlejší účinky. Z těchto důvodů 
byly vyvinuty některé syntetické sloučeniny jako náhražky alkaloidů. Například 
novocain (obchodní název pro prokain) se často používá místo kokainu, a demerol 
(obchodní název pro meperidin) nahrazuje morfin. Alkaloidní náhražky jsou obvykle 
méně toxické a méně účinné. (http://science.howstuffworks.com) V homeopatii je 
základní dávka tak nízká, že je neškodná. (Evans et al., 2009) 
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3.2.4. Výskyt vybraných alkaloidů 
Alkaloidy se vyskytují především v rodech semenných rostlin jako mák a tabák. 
Alkaloidy lze nalézt téměř ve všech částech těchto rostlin, včetně listů, kořenů, semen a 
kůry. Každá část rostliny obvykle obsahuje několik chemicky příbuzných alkaloidů. Ze 
stovek alkaloidů v přírodě se jen asi 30 používá komerčně. 
(http://science.howstuffworks.com) 
Atropa belladonna L. 
Od dávných dob je tato rostlina známá pro své jedovaté vlastnosti a používala se 
též v čarodějnictví, kouzelnictví a jiných formách magie. Jméno Belladonna pochází z 
italštiny a znamená "krásná žena". Název pochází z dob, kdy si italské ženy kapaly 
šťávu z bobulí do očí, aby si je rozšířily. V této době byly velké černé oči považovány 
za ztělesnění krásy. Atropa belladonna obsahuje totiž atropin, který způsobuje dilataci 
zorniček. (Ratsch, 1998) 
Atropa belladonna je jedovatá rostlina. Patří do čeledi Solanaceae. Její kořeny, 
listy a plody obsahují alkaloidy: atropin, hyocyamin a skopolamin. Dosahuje výšky až 
stopadesát centimetrů. Květy jsou zeleno-fialové a listy jsou oválné. Plody jsou černé, 
kulovité a sladké. (Berdai et al., 2012) 
Atropa belladonna je vytrvalá bylina a patří k nejdůležitějším obchodním zdrojům 
farmaceutických tropanových alkaloidů, které se používají jako spasmolytika, dále mají 
mydriatické účinky, zamezují pocitu na zvracení, působí proti nadměrné tvorbě slin, 












Hydrastis canadensis L. 
Hydrastis canadensis je vytrvalá bylina pocházející z listnatých lesů východní 
Severní Ameriky patřící do čeledi Hydrastidaceae. Vzhledem k její léčivosti byly 
oddenky široce sbírány a v současné době je vedena jako ohrožená ve více než jedné 
třetině států, kde roste. (Albrecht et al., 2006) 
Hydrastis canadensis obsahuje vápník, železo, mangan, vitamin A, vitamin C, 
vitamin E, B-komplex, a další živiny a minerály. Kořeny a oddenky obsahují mnohé 
isochinolinové alkaloidy - hydrastin, berberin a kanadin. Předpokládá se, že vysoký 
obsah těchto alkaloidů dává rostlině antibiotické, protiinfekční a imunostimulační 
vlastnosti. (http://www.herbwisdom.com) 
Zejména se jedná o alkaloid berberin. Ten je s největší pravděpodobností 
zodpovědný za účinek vztažený na bakterie, prvoky, houby, streptokoky. Pomáhá při 
infekci sliznic- ústní dutiny, hrdla, průdušek, urogenitálního traktu a gastrointestinálním 
traktu. Rostlina čistí a podporuje funkce žláz zvýšením průtoku žluči a trávicích 
enzymů. Klinické studie ukázaly, že je účinná při léčbě průjmu způsobeného E. coli 



















Corydalis cava L. 
Corydalis cava je vytrvalá bylina dorůstající až 30 cm a patří do čeledi 
Fumariaceae. Má velkou dutou podzemní hlízu. Květy rostou v přímém hroznu. 
Tobolky jsou dlouhé a zobákovitě zúžené. Kvete od března do května. Nachází se v 
nížinách až do podhůří. (Toman et al., 2001) 
Corydalis cava je rostlina, která má mnohá farmakologická využití. Patří do 
čeledi Papaveraceae. Rostlina vytváří značné podzemní hlízy. Ty jsou bohatým 
zdrojem mnoha biologicky účinných látek s rozsáhlým použitím v evropské a asijské 
lidové medicíně. Mají analgetický, sedativní, protizánětlivý, antialergický a 
protinádorový účinek. Hlízy obsahují isochinolinové alkaloidy jako například 


















Chelidonium majus L. 
Chelidonium majus je vytrvalá bylina. Patří do čeledi Papaveraceae. Dorůstá 
výšky až 70 cm. Květy jsou žluté, tobolka čárkovitá. Rostlina kvete od května až do 
října. Roste ve stinných hájích, křovinách od nížin do podhůří. (Toman et al., 2001) 
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Chelidonium majus je jedovatá alkaloidní droga s flavonoidy a řadou dalších 
látek. Jako droga se využívá kvetoucí nať, kořen a oranžová šťáva. Má mnohé 
farmakologické využití jako spasmolytikum, cholagogum, sedativum a antialergikum. 
Spolehlivě tlumí kolikové bolesti a žlučník. Působí mírně močopudně. Lidově se 
používá i na vyleptávání bradavic čerstvou šťávou. (Zentrich, 1991) 
Rostlina je bohatá na benzylisoquinolinové alkaloidy jako například: protopin, 










































Obrázek č. 5: Vzorec kanadinu (vytvořeno v programu ChemDraw Pro 12.0) 
 
 
 Molekulární vzorec: C20H21NO4 
 Molekulová hmotnost: 339,39 g/mol 
 
Systematický název: 5,8,13,13a-Tetrahydro-9,10-dimethoxy-6H-benzo(g)benzo-





















 Obrázek č. 6: Vzorec skulerinu (vytvořeno v programu ChemDraw Pro 12.0) 
  
 
 Molekulární vzorec: C19H21NO4 
 
 Molekulová hmotnost: 327,37 g/mol 
 
 Systematický název: (13aS)-3,10-dimethoxy-5,8,13,13a-tetrahydro-6H-




























 Molekulární vzorec: C21H25NO4 
 
 Molekulová hmotnost: 355,43 g/mol 
 
Systematický název: 5,8,13,13a-Tetrahydro-2,3,9,10-tetramethoxy-6H-





















Obrázek č. 8: Vzorec stylopinu (vytvořeno v programu ChemDraw Pro 12.0) 
 
 Molekulární vzorec: C19H17NO4 
 
 Molekulová hmornost: 323,34 g/mol 
 
 Systematický název: 6,7,12b,13-Tetrahydro-4H-[1,3]dioxolo[4,5-




3.4. Testovací organismus Tetrahymena sp.  









Obrázek č. 9: Tetrahymena thermophila pod mikroskopem Leica DMIL - zvětšení 





Organismus skládající se z jedné nebo více buněk, z nichž každá má jádro a jiné 
dobře vyvinuté intracelulární části. Eukaryota zahrnují všechny organismy kromě 
bakterií, virů a některých řas. Mezi Eukaryota patří houby, zvířata a rostliny. 
Eukaryotické buňky jsou asi 10 - krát větší než prokaryotní a mohou mít až 1000 krát 
větší objem. (http://www.medicinenet.com) 
Klasifikace eukaryot poskytuje základní rozdělení pro ekologický, lékařský a 
průmyslový výzkum. V posledních letech jsou eukaryota rozdělena do šesti hlavních 
skupin: Améby, Archaeplastida, Chromalveolata, Excavata, Opisthokonta, a Rhizaria. 





Kmen: Ciliophora  
Ciliophora je název pro kmen prvoků zvaných nálevníci. Nálevníci jsou jedny z 
nejsložitějších buněk, které mají komplikovaný cytoskelet, řasinky a dva různé druhy 
jader. (Lynn el al., 2012) 
Nálevníky kryje kortex. Částí kortexu jsou také tzv. alveoly. Jsou to váčky 
v buněčné membráně, které obsahují roztoky polysacharidů a bílkovin. Též se zde 
nacházejí trichocysty, které jsou váčkovitého charakteru, mající ochrannou funkci. 
Ochrana je zajištěna nabobtnáním bílkovinných vláken trichocyst, které vytvářejí 
slizový obal kolem buňky. (Sedlák, 2003) 
Nálevník přijímá potravu buněčnými ústy, která přecházejí uvnitř buňky 
v nálevkovitý hltan. Potrava se do hltanu dostává vířením příústních brv. Na konci 
hltanu se nachází potravní vakuola. Odpadní látky jsou vylučovány buněčnou řití. Látky 
rozpustné ve vodě jsou vylučovány dvěma pulzujícími vakuolami. (Jelínek et al., 2000) 
Další součástí nálevníků je makronukleus a mikronukleus. Jedná se o jaderný 
dualismus. Makronukleus je zodpovědné za látkovou výměnu a pohyb, mikronukleus je 
důležité při pohlavním rozmnožování-konjugaci. Nálevníci též mohou svou populaci 
zvětšovat pučením nebo rozpadem buňky. (Sedlák, 2003) 
Volně žijící nálevníky lze nalézt v téměř jakékoliv prostředí, které obsahuje 
vodu - v půdě, horkých pramenech a antarktickém mořském ledu. Ciliophora jsou 































Tetrahymena thermophila je jednobuněčný modelový organismus pro 
jednobuněčnou eukaryotní biologii. Studium T. thermophila přispělo k základním 
biologickým objevům jako je například  telomerické opakování, telomerázy a acetylace 
histonů. T. thermophila je výhodná jako modelový eukaryotní systém, protože rychle 
roste ve vysoké hustotě, v různých médiích a podmínkách. Její životní cyklus umožňuje 
použití běžných nástrojů genetické analýzy a molekulárně genetických nástrojů. (Eisen 
et al., 2006) 
Tetrahymena je sladkovodní jednobuněčný organismus dlouhý asi 40 až 60 
mikrometrů. Živí se bakteriemi. Vyznačuje se třemi výraznými rysy, které jsou: cilie - 
mohou být speciálně určené pro pohyb nebo zachycení potravy, alveolární membrány-






Buňky nálevníků, tedy i buňky T. thermophila vykazují jaderný dimorfismus. 
Každá buňka má dvě jádra, micronucleus (MIC) a macronucleus (MAC), které obsahují 
odlišné, ale úzce související genomy. MIC je diploidní a obsahuje pět párů 
chromozómů. Je to sklad genetické informace pro potomstvo vyrobené konjugací v 
sexuální fázi T. thermophila životního cyklu. Po vytvoření MAC se buňky množí 
asexuálně až do další sexuální konjugace. MAC je tak považováno za somatické jádro. 
(Eisen et al., 2006) 
Během vegetativního růstu se množí binárním štěpením. U tetrahymeny jde o 
pozoruhodnou reorganizaci kortikálního cytoskeletu. (Cole, 2000) 
Konjugace: Jedinci se k sobě přiblíží buněčnými ústy. Když se rozpadne 
makronukleus, tak se v každém jedinci dvakrát rozdělí mikronukleus. Z něj se vytvoří 
čtyři jádra, ze kterých tři degenerují a jádro nejblíže k buněčným ústům se redukčně 
rozdělí na menší haploidní jádro (migratorní) s funkcí samčí a větší (stacionární) se 
samičí funkcí. Dochází k výměně migratorních jader. Poté následuje splynutí 
stacionárního jádra s výměněným jádrem migratorním, vzniká tzv. vícejaderný 
synkaryon. (Jelínek et al., 2000) 
Dalším krokem je oddálení jedinců a probíhají tři za sebou jdoucí jaderná dělení, 
kdy se vytvoří 4 krát makronukleus a 4 krát mikronukleus. Makronukleus se nemění, 
třikrát mikronukleus zaniká a čtvrtý se mitoticky dělí. Následuje příčné dělení, kdy 
dojde k rozdělení „exkonjugantů“, a každý obsahuje dvakrát makronukleus a jeden 
mikronukleus. Dělení mikronukleusu a dělení buňky se opět opakuje. Nakonec vznikají 












4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
 V tomto oddílu je popsána metoda k vyhodnocení výsledků, dále přístroje, 









Obrázek č. 11: Pomůcky k vyhotovení testu (foto autor) 
 
4.1. Metoda 
Životaschopnost prvoků Tetrahymena byla stanovena z hlediska koncentrace 
MTT a inkubační době. Testy založené na redukci tetrazolinového barviva jako MTT 
byly rozsáhle používány při hodnocení in vitro buněčné proliferace a cytotoxicity. (Dias 
et al., 1999) 
MTT je kvantitativní metoda, která je založená na snížení tetrazolinového 
barviva. Výroba intenzivně zbarvených, ve vodě nerozpustných formazanových 
krystalů, je výsledkem testu na snížení tetrazolinu. (Dias et al., 1999) 
Formazanové krystaly mohou být pozorovány mikroskopicky v buněčné 
cytoplazmě nebo rozpuštěny organickými rozpouštědly, jako je například DMSO, které 





4.2. Chemikálie, přístroje, pomůcky 
 
4.2.1. Užité chemikálie 
 
Kanadin hydrochlorid (Mr= 375,85) 
Skulerin hydrochlorid (Mr= 363,83) 
Tetrahydropalmatin hydrochlorid (Mr= 391,89) 
Stylopin hydrochlorid (Mr= 359,80) 
Dichroman draselný (FLUKA) 
Deionizovaná voda 
Proteose-pepton (FLUKA) 
MMT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid) (SIGMA - ALDRICH) 
DMSO (dimetyl-sulfoxid) (SIGMA – ALDRICH) 
 
 
Níže uvedené alkaloidy byly získány na katedře farmaceutické botaniky a ekologie: 
 
5/047 (-)-kanadin byl izolovaný z Hydrastis canadensis; 
 
3/001 (-)- skulerin byl izolovaný z Corydalis cava; 
 
0/009 (+)-tetrahydropalmatin byl izolovaný z Corydalis cava; 
 
3/007 (-)-stylopin byl izolovaný z Chelidonium majus. 
 
 Alkaloidy se převedly na hydrochloridy v bezvodém diethyletheru, do kterého 
byl zaveden plynný chlorovodík, který se připravil in situ reakcí kyseliny sírové 







4.2.2. Užité přístroje 
 
Analytické digitální váhy KERN ABJ 
Ultrazvuková lázeň SONOREX DIGITAL 10P BANDELIN 
Třepačka VORTEX-GENIE 2 
Box s laminárním prouděním AURA 2000 M.A.C 
Počítač 






































Stojan na zkumavky 
Lžičky 
Kádinky 
Automatické mikropipety a špičky 














Obrázek č. 13: Mikrotitrační destičky (foto autor) 
4.3.1. Příprava 
 Zkoušené látky byly naváženy do Eppendorfových zkumavek na analytických 
vahách a rozpuštěny v deionizované vodě. Pro lepší rozpustnost byly zkumavky 
vloženy do ultrazvukové lázně na 10-30 minut.  
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 Ředícím koeficientem 1,5 vznikla řada 10 zkumavek s postupně klesající 
koncentrací od všech testovaných látek. 
 V laminárním boxu pokračovala další příprava testu. Do jednotlivých jamek 
v mikrotitrační destičce se postupně přidávaly následující látky. Nejprve se do každé 
jamky napipetoval pepton. Poté se k peptonu do druhé řady a třech testovaných řad 
přidala zkoušená látka od nejvyšší koncentrace k té nejnižší. Do třetí řady a ke třem 
testovaným řadám se pak přidal roztok Tetrahymena termophila.  
 Takto hotové destičce byla změřena optická hustota pomocí readeru ANTHOS 
2010 při vlnové délce 492 nm. Pak byla destička dána do inkubátoru. 
 Po 1 hodině od naplnění jamek přidáno 10 µl MTT. Destička byla inkubována 
při 20ºC. Po 5 hodinách se přidalo 150 µl DMSO. Měření optické hustoty probíhalo 














 Obrázek č. 14:  Mikrotitrační destička se znázorněnými látkami (foto autor + 
úprava v Zoner Photo Studio 17) 
 
   pepton 
   pepton + testovaná látka  
   pepton + Tetrahymena thermophila (kontrola)  

























1. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
2. 0,666 0,666 0,666 0,666 0,666 
3. 0,444 0,444 0,444 0,444 0,444 
4. 0,296 0,296 0,296 0,296 0,296 
5. 0,197 0,197 0,197 0,197 0,197 
6. 0,131 0,131 0,131 0,131 0,131 
7. 0,087 0,087 0,087 0,087 0,087 
8. 0,058 0,058 0,058 0,058 0,058 
9. 0,039 0,039 0,039 0,039 0,039 





 Na konci MTT testu byly naměřeny hodnoty absorbancí spektrofotometrickým 
měřením intenzity zbarvení jamek. V každém z testů jednotlivých testovaných vzorků 
byla přítomna negativní kontrola se stejným objemem rozpouštědla jako u jamek 
s testovanými vzorky. 
 Hodnota absorbance negativní kontroly byla vzata jako 100% hodnota redukce 
MTT buňkami v dané 96 - jamkové destičce. Hodnoty absorbancí jednotlivých 
koncentrací testovaných látek byly přepočítány na % hodnoty negativní kontroly. 
Všechny testované koncentrace jednotlivých vzorků byly nanášeny na destičky 




 Výsledné hodnoty byly použity k vytvoření grafu závislosti procenta inhibice 



























5. VÝSLEDKOVÁ ČÁST 
 
 Každá testovaná látka byla zkoušená nejméně třikrát i s přidáním MTT a 
DMSO. Jednotlivé měření byla zaznamenána do tabulek.  
 Pro kontrolu citlivosti testu a správného provedení byl použit dichroman 
draselný. Jeho střední inhibiční koncentrace IC50 = 7,153 ± 3,062 mmol/l . 
 Ze stanovených hodnot byly vytvořeny grafy závislosti procenta inhibice 
testovaného organismu na koncentraci zkoušených látek. 
 
 Dále díky programu GraphPad Prism 5 Project byly vypočítány hodnoty 













































Inhibice pro 3 
měření [%] 
1,0 94,53 74,72 76,17 
0,666 80,25 54,19 65,46 
0,444 39,23 38,52 38,60 
0,296 34,97 35,88 35,74 
0,197 29,20 31,43 31,58 
0,131 28,90 31,23 31,37 
0,087 28,60 30,83 31,36 
0,058 28,30 30,22 30,72 
0,039 28,00 30,02 30,70 




Hodnota střední inhibiční koncentrace kanadinu: 
 































Inhibice pro 3 
měření  [%] 
1,0 85,00 85,00 85,00 
0,666 30,21 32,67 32,53 
0,444 26,53 30,40 32,53 
0,296 25,92 29,37 31,84 
0,197 25,31 28,96 30,07 
0,131 25,00 28,96 29,18 
0,087 24,40 27,72 28,28 
0,058 21,33 27,01 28,07 
0,039 20,72 24,20 25,16 
0,026 17,81 21,00 22,25 
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Hodnota střední inhibiční koncentrace skulerinu: 




















Inhibice pro 3 
měření [%] 
1,0 40,57 40,85 40,40 
0,666 37,98 38,60 38,44 
0,444 36,69 38,37 38,19 
0,296 36,69 37,47 37,45 
0,197 36,26 36,57 36,72 
0,131 32,39 33,87 34,27 
0,087 31,52 32,75 33,04 
0,058 28,94 31,17 30,83 
0,039 25,06 24,65 30,10 
0,026 17,31 20,04 24,45 
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Hodnota střední inhibiční koncentrace tetrahydropalmatinu: 




















Inhibice pro 3 
měření [%] 
1,0 100 100 100 
0,666 100 100 100 
0,444 96,75 91,42 100 
0,296 62,40 60,07 81,89 
0,197 36,73 35,97 45,22 
0,131 22,63 22,77 24,79 
0,087 19,74 18,15 19,22 
0,058 16,49 17,16 15,04 
0,039 16,85 15,84 150,4 
0,026 14,68 15,18 13,65 
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Hodnota střední inhibiční koncentrace stylopinu: 




























Rostliny zůstávají nejčastějším zdrojem antimikrobiálních látek. Jejich 
používání je stále velmi populární. (Singh et al., 2012) Po celá staletí byl člověk 
vystavován patogenním mikroorganismům. Prvoci tvoří hlavní skupinu a stojí na 
prvním místě v rozvoj lidských nemocí. Protozoální útoky jsou běžné v různých částech 
světové populace a představují hlavní příčinu úmrtnosti v rozvojových zemích. I když 
značná část antiprotozoálních léků je k dispozici, většina z nich je jedovatá nebo méně 
efektivní. Proto by se měly vymýšlet nové a účinnější léky z přírodních zdrojů. 
(Shibumon et al., 2010) 
V posledních letech vynaložily farmaceutické společnosti spoustu času a peněz 
na vývoj přírodních produktů extrahovaných z rostlin. Rostlinné materiály jsou i nadále 
důležitým zdrojem látek v boji proti závažným chorobám celého světa. Tradiční léčivé 
metody, zejména používání léčivých rostlin, hraje stále důležitou roli v rozvojových 
zemích. Léčivá hodnota těchto rostlin spočívá v obsahu některých chemicky účinných 
látek, které vyvolávají fyziologický efekt na lidský organismus. Mezi nejdůležitější 
složky rostliny patří alkaloidy, třísloviny, flavonoidy a steroidy.  Proto by mělo být v 
zájmu prozkoumat tyto rostliny. Jak za účelem potvrzení jejich použití v lidové 
medicíně, tak odhalení jejich účinné látky. (Singh et al., 2012) 
 
V této práci byla pozorována antiprotozoální aktivita alkaloidů – kanadinu, 
skulerinu, tetrahydropalmatinu a stylopinu. Testy byly prováděny na typickém 
modelovém laboratorním organismu – jednobuněčná Tetrahymena thermophila. 
V tabulce níže je uvedená hodnota střední inhibiční koncentrace IC50 pro každou 












Tabulka č. 6: Získané střední inhibiční koncentrace testovaných látek 
 
LÁTKA HODNOTA IC50 [mmol/l] 
Kanadin 0,3753 ± 0,085 
Skulerin 0,7497 ± 0,043 
Tetrahydropalmatin 4,439 ± 1,909 






Z prvních testovaných látek byl kanadin. Jedna ze studií se zabývá cytotoxicitou 
určitých alkaloidů. Cytotoxické účinky čtyř alkaloidů: berberinu, kanadinu, anonainu, a 
antioquinu byly hodnoceny pomocí tří různých buněčných kultur. Výsledky ukazují, že 
berberin, anonain, a antioquin mají významný cytotoxický účinek. Naproti tomu 
kanadin má menší cytotoxický efekt. Dále výsledky prokázaly, že má kanadin 
významnou antioxidační aktivitu. (Correché et al., 2008) 
Cílem další studie bylo porovnat složení a antibakteriální aktivitu ethanolických 
extraktů připravených z kořenů a nadzemních částí H. canadensis. Extrakty alkaloidů 
byly testovány skrz inhibiční aktivitu na Staphylococcus aureus. Pro kanadin byla 
hodnota IC50=0,750 µmol/l. (Ettefagh et al., 2011) 
V jiné studii byl izolován tetrahydroberberin (kanadin) z Corydalis cava. Bylo 
zjištěno, že má mikromolární afinitu k dopaminovým D2 a serotoninovým 5-HT (1A) 
receptorům. Perorální podání mělo za následek výrazné zrychlení vyprazdňování 
žaludku testovaných krys, ale také bylo obnoveno zpožděné vyprazdňování žaludku 
zapříčiněné apomorfinem. Tato zjištění mají terapeutický potenciál k léčbě funkční 
dyspepsie. (Lee at al., 2011) 
Při nejvyšších koncentracích našeho pokusu došlo téměř k 100% inhibici 






 Další testovanou látkou byl skulerin. Chemické studie čínské byliny Corydalis 
saxicola vedly k izolaci a identifikaci 14 alkaloidů. Všechny izolované sloučeniny byly 
testovány na inhibiční aktivitu proti lidské DNA topoizomeráze I. Z izolovaných 
alkaloidů pallidin a skulerin vykazovaly silnou inhibiční aktivitu vůči topoizomeráze I, 
která byla srovnatelná s kamptotecinem - typickým inhibitorem topoizomerázy I. 
Předběžná studie vztahu mezi strukturou a aktivitou ukazuje, že kvarterní amonný iont 
může hrát důležitou roli v inhibici topoizomerázy I. (Cheng et al., 2008) 
 V našem pokusu byla zjištěna 85% inhibice Tetrahymena thermophila při 
nejvyšší koncentraci. 
 Na tento alkaloid nebylo bohužel provedeno mnoho studií, takže naše výsledky 
nelze s ničím porovnat. 
 
 
 Tetrahydropalmatin (THP) 
 
 Třetí testovanou látkou byl tetrahydropalmatin. V následující studii byl použit 
levo-tetrahydropalmatin, který byl extrahován z Corydalis a Stephania. Je obsažen ve 
velkém množství tradičních čínských rostlinných přípravků. Ve srovnání s jinými 
antagonisty dopaminových receptorů, má tetrahydropalmatin nižší afinitu k receptorům 
D2 než pro receptory D1. Studie ukázala, že se tetrahydropalmatin také váže k 
receptorům D3, případně funguje jako antagonista. Unikátní farmakologický profil THP 
naznačuje, že by mohl být účinný při léčbě závislosti na opiátech. Ve studii byly 
zkoumány účinky THP a heroinu u potkanů. Bylo zjištěno, že THP snížil potřebu užití 
heroinu a inhibuje jeho opětovné vyhledávání. (Yue et al., 2012) 
 V další studii byl tetrahydropalmatin izolován z Corydalis yanhusuo. Tato 
rostlina má prokázaný analgetický účinek. Avšak potenciální analgetický účinek její 
aktivní složky - levotetrahydropalmatinu nebyl zaznamenán v projevech neuropatické 
bolesti. Ačkoliv se THP používá v Číně pro léčbu mírné až středně silné bolesti, včetně 
bolesti hlavy, toto je první studie, která identifikovala antinociceptivní účinky L-THP v 




 Dále byly testovány tři alkaloidy: cepharanthin, tetrahydropalmatin a xylopinin 
izolované z hlízy Stephania rotunda na jejich cytotoxickou aktivitu ve vzorku lidských 
nádorových buněk (HT29, LS174T, SW620 a HepG2). Celý pokus byl vyhotoven 
pomocí testu MTT. V této studii se cepharanthin vyznačoval silnou cytotoxicitou s IC50 
mezi hodnotami 2,4 a 5,3 µM, zatímco tetrahydropalmatin a xylopinin způsoboval 
slabou cytotoxicitu. Bylo zjištěno, že tyto alkaloidy jsou non-mutagenní pro dávky až 
na 8,2 µM. (Bun et al., 2009) 
 Během našeho pokusu došlo k inhibici menší než 50% u nejvyšší testované 
koncentrace 1 mM. Tetrahymena thermophila působila při nejvyšší koncentraci 






Poslední testovanou látkou byl stylopin. Čtyři druhy rodu Fumaria (F. vaillantii, 
F. parviflora, F. rostellata a F. jankae) byly stanoveny za účelem zjištění přítomnosti 
isochinolinových alkaloidů allocryptopinu, chelidoninu, protopinu, bikukulinu, 
sanguinarinu, cheleritrinu, stylopinu a hydrastinu pomocí metody HPLC-DAD. Protopin 
a sanguinarin byl přítomen ve všech vzorcích. Bikukulin a stylopin byl nalezen ve F. 
vaillantii a F. parviflora, zatímco chelidonin byl identifikován pouze u F. vaillantii, 
hydrastin v F. jankae. Nejbohatší druh obsahující isochinolinové alkaloidy byl F. 
parviflora. Tato studie ukázala významné rozdíly mezi čtyřmi druhy Fumaria - jak 
kvalitativní tak kvantitativní. (Paltinean et al., 2013) 
V další studii byly testovány dva alkaloidy- chelidonin a  stylopin. Látky byly 
izolovány z celých rostlin Chelidonium majus L. var. asiaticum, a jejich struktury byly 
identifikovány spektroskopickými metodami. Alkaloidy byly zkoumány in vitro pro 
jejich cytotoxickou aktivitu na buňky lidské rakoviny – prostaty, prsu, plic, jater a 
karcinom tlustého střeva. Hodnoty IC50 pro chelidonin ukázaly významnou 
cytotoxickou aktivitu proti rakovině prsu a tlustého střeva s hodnotami IC50 8,3 a 5,9 
µg/ml. Stylopin vykazoval mírnou cytotoxickou aktivitu proti rakovině prostaty a prsu s 
hodnotami IC50 13,9 a 16,6 µg/ml. (Lee et al., 2005) 
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V našem pokusu byla inhibice při maximální koncentraci 100%. 100% inhibice 
přetrvávala až do koncentrace 0,666 – 0,444 mmol/l. Stylopin měl největší inhibiční 


































Cílem této práce bylo určit cytotoxicitu následujících alkaloidů (kanadin, 
skulerin, tetrahydropalmatin, stylopin) na modelovém organismu Tetrahymena 
thermophila pomocí metody MTT.  
Alkaloidy byly převedeny do roztoků o různých koncentracích, kdy nejvyšší 
koncentrace byla 1 mmol/l a nejnižší 0,026 mmol/l. Následně byly tyto roztoky 
aplikovány do mikrotitračních destiček spolu s testovaným organismem Tetrahymena 
thermophila a peptonem.  
Průběžně docházelo k měření optické hustoty pomocí readeru ANTHOS 2010 
při vlnové délce 492 nm. 
Ze získaných hodnot byla spočítána střední inhibiční koncentrace IC50 a 




 Kanadin   IC50 = 0,375 ± 0,085 mmol/l  
 Skulerin   IC50 = 0,750 ± 0,043 mmol/l  
 Tetrahydropalmatin IC50 = 4,439 ± 1,909 mmol/l 




 Ze získaných hodnot plyne, že nejvíce toxicky na Tetrahymena thermophila 
působil alkaloid stylopin, nejméně tetrahydropalmatin. Pořadí od největší toxicity je 
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Antiprotozoální aktivita alkaloidů II. 
 
Vývoj nových antiprotozoálních látek k léčbě infekcí je stále velmi důležitý. 
Zdrojem účinných léčiv mohou být přírodní látky. Cílem této práce bylo zhodnotit 
antiprotozoální aktivitu následujících alkaloidů – kanadinu, skulerinu, 
tetrahydropalmatinu a stylopinu. Pokus byl prováděn na typickém modelovém 
organismu Tetrahymena thermophila. Byla stanovena procentuální inhibice organismu 
pomocí testu MTT. Následně byla vypočítána střední inhibiční koncentrace IC50 
testovaných látek. Z našich alkaloidů měl největší antiprotozoální aktivitu stylopin. 
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Antiprotozoal activity of alkaloids II. 
The development of new antiprotozoal agents for the treatment of infections is very 
important. Natural substances can be the source of effective drugs. The aim of this study 
was to evaluate the antiprotozoal activity of these alkaloids - canadine, scoulerine, 
tetrahydropalmatine and stylopine. The experiment was conducted on typical model 
organism Tetrahymena thermophila. Percentage inhibition of the organism was 
determined using the MTT assay. Subsequently median inhibitory concentration IC50 of 
the test substances was calculated. From our alkaloids stylopine had the greatest 
antiprotozoal activity. Antiprotozoal activity decreased in the following order stylopine 
> canadine > scoulerine > tetrahydropalmatine. 
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